



















Abstract: Background: Metformin  is  commonly used  to  treat gestational diabetes mellitus. This 
study  investigated the effect of maternal metformin  intervention during obese glucose‐intolerant 








of both  sexes  showed  adipocyte hypertrophy  in  young  adulthood. Male Ob‐Met offspring had 
increased WAT depot weight (p < 0.05), exaggerated adipocyte hyperplasia (p < 0.05 vs. Con and Ob 
offspring),  increased macrophage  infiltration measured  via histology  (p  <  0.05)  and  the mRNA 














Women with  obesity  are  four  times more  likely  to  develop  gestational  diabetes 
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ineffective, and  its use has been  increasing worldwide  [5,6].  In pregnancy, metformin 
improves glucose tolerance in women with GDM, and metformin treatment is associated 





diabetic  intrauterine  environment  on  offspring  health  globally. However, metformin 
readily crosses the placenta [9], and offspring follow‐up in human randomised controlled 
trials  investigating  maternal  metformin  treatment  remains  sparse,  with  few  studies 
reporting  offspring  outcomes  beyond  infancy  [10–15]. However,  the  fact  that  several 
studies have reported an increased adiposity in children exposed to maternal metformin 
treatment  in  pregnancy  warrants  further  investigation  into  the  long‐term  effects 
[10,12,13]. Animal  studies  are  therefore  essential  to determine  the direct  and  indirect 
effects of maternal and in utero metformin exposure on offspring adiposity, adipose tissue 
biology  and  metabolic  health.  Moreover,  animal  studies  allow  the  investigation  of 




obese,  hyperleptinaemic  and  hyperinsulinaemic  at  conception  and  develop  glucose 






several  rodent  models  [23–29],  the  effects  of  clinically  relevant  maternal  metformin 
intervention exclusively during obese glucose‐intolerant pregnancy (and not lactation) on 
offspring WAT  have  not  been  studied.  Furthermore,  growing  evidence  indicates  that 
programming  effects  can  be  sexually  dimorphic, with males  and  females  responding 
differently  or  showing  a  different  time  course  of  response  to  a  suboptimal  in  utero 
environment  [30],  highlighting  the  importance  of  including  both  male  and  female 
offspring in this study. 











higher body weight  and  fat mass  than Con dams did  in  late gestation  (Table  1). The 
metformin intervention decreased maternal body weight and fat mass (but not lean mass) 














  Con  Ob  Ob‐Met  p‐value 
Dams at E15.5  n = 15  n = 13  n = 6–7   
Body weight (g)  36.0 ± 0.7  49.0 ± 0.8 ***  44.9 ± 1.2 ***,#  <0.0001 
Lean mass (g)  23.9 ± 0.7  24.7 ± 0.6  23.9 ± 0.6  ns 
Fat mass (g)  4.5 ± 0.3  15.6 ± 0.6 ***  12.4± 0.6***,###  <0.0001 
Fat mass (%)  12.5 ± 0.7  31.7 ± 0.9 ***  27.6 ± 0.9***,###  <0.0001 
Pregnancy outcome    n = 24–31  n = 30–33  n = 20–26   
Gestation length (d)  20 [19,20]  20 [20,21]  21 [20.3–21] ***,##  <0.0001 
Litter size (no pups)  7.0 [6.0–9.0]  6.0 [5.0–7.0] **  6.0 [5.0–7.0] *  0.0015 





no differences  in body weight between any of  the  three groups up  to 8 weeks of age 
(Figure  1B). However,  the weights  of  the  gonadal,  intraperitoneal,  and  subcutaneous 


























indicated  by  the  rightward  shift  in  the  adipocyte  size  distribution  compared  to  Con 
offspring (Figures 2A,C, p < 0.0001 for the interaction between the maternal environment 
and  adipocyte  size,  two‐way ANOVA).  This was  particularly  apparent  in  the  larger 
adipocyte  range,  although male  Ob‐Met  offspring  also  showed  an  increase  in  small 
adipocytes (Figure 2A, left). Maternal obesity increased the estimated adipocyte number 
in male  but  not  female  offspring,  and  this was  exaggerated  by  exposure  to maternal 
metformin  treatment  with  male  offspring  of  obese  metformin‐treated  dams  having 
significantly more adipocytes than male offspring of obese (and control) dams did (Figure 
2B). 























Figure 3.  Inflammation  in gonadal white adipose  tissue.  (A) Presence of crown‐like structures  (CLS)  in gonadal white 
adipose tissue (WAT) of 8‐week‐old male (left) and female (right) offspring, expressed as percentage area of  the WAT 
tissue and as the number of CLS divided by the number of adipocytes in the section (n = 10–15 independent litters per 
group). * p < 0.05 using one‐way ANOVA with Tukey’s multiple comparison  test.  (B) Representative  images of H&E‐
stained sections used  for CLS analysis.  (C) mRNA expression of macrophage markers  in gonadal WAT relative  to  the 
expression of housekeeper gene Ppia and the male Con group (n = 7–10 independent litters per group). * p < 0.05, *** p < 
0.001, **** p < 0.0001 for the main effect of sex (S), interaction between sex and the maternal environment (X) or Tukey’s 
multiple  comparison  using  two‐way ANOVA. Outliers were  excluded  from  (A) CLS  density;  female Con  (Grubb’s 







This  study  showed  that maternal metformin  treatment  during  obese  pregnancy 
decreased maternal fat mass and body weight in late gestation, but failed to correct the 
decreased litter size, growth restriction with catch‐up growth phenotype and adipocyte 
hypertrophy  in  offspring  exposed  to maternal  obesity. Moreover,  in  8‐week‐old male 






Our  findings of  lower body weight and  fat mass, consistent with a protective effect of 
metformin  on diet‐induced  obesity  in  late  gestation,  are  therefore  in  accordance with 
human data, supporting the validity of our model in assessing other effects of metformin 








[16,36,37], we  observed  growth  restriction  followed  by  catch‐up  growth  in  offspring 
exposed  to  maternal  obesity.  The  combination  of  low  birth  weight  and  accelerated 
postnatal  growth  is  associated  with  long‐term  adverse  effects  on  offspring 
cardiometabolic  health  in  human  studies  [38–41]  and  animal  models  [42,43].  The 
metformin intervention did not correct (or worsen) this pattern of early growth. However, 
our  study  is  the  first  to  report  that metformin  intervention  in  the  obese mouse  dam 
increased  gestation  time  by  one  day.  Therefore,  the  equivalent  growth  restriction 
observed in both Ob and Ob‐Met pups, despite the delay in parturition, might suggest 
that  metformin‐exposed  foetuses  would  be  further  growth‐restricted  compared  to 
nonexposed foetuses if assessed on the same gestational day. 
The mechanism by which metformin causes adiposity in male offspring is unclear. 
Metformin  is  known  to  activate AMPK,  causing  inhibition  of mTOR,  decreased  cell 
proliferation, suppression of protein synthesis and cell cycle arrest [34]. Such a mechanism 
acting on  foetal  tissue could explain  the  relative growth  restriction observed, which  is 
masked in terms of birthweight due to the delay in parturition. Providing metformin in 
obese pregnancy but not lactation may thus reflect a model of growth restriction (due to 
metformin) with  catch‐up  growth  (following metformin  removal  at  birth)  similar  to 




at  studies  investigating  male  offspring  adiposity  in  nontransgenic  rodent  models 
(including  the  current  study),  metformin  was  only  detrimental  to  offspring  body 
composition  in  situations where  this  cellular  ‘starvation’ was  followed by  restored or 
increased  energy  balance  in  lactation,  whereas  continued  metformin  treatment  or 
switching to a healthy diet postnatally was associated with protective effects [23,25,26]. 
Whether  this relates  to direct effects of metformin signalling on  foetal development or 
indirectly  through  effects  on  maternal  metabolism  is  unclear.  Combined  with  the 
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increased  gestation  length  in  this  study  and  the human data  summarised  above,  this 
suggests that metformin may adversely affect intrauterine development, particularly for 
male offspring. 
At  8  weeks  of  age,  the  body  weight  and  weight  of  both  visceral  (epididymal, 
intraperitoneal  and  retroperitoneal)  and  subcutaneous  WAT  depots  did  not  differ 
between Con and Ob offspring despite evidence of gonadal adipocyte hypertrophy  in 
both  sexes,  in  accordance  with  previous  reports  in male  offspring  [19].  In  contrast, 
maternal metformin treatment introduced male‐specific increased adiposity, while female 
offspring were  unaffected.  The  increased  adiposity  in male Ob‐Met  compared  to Ob 
offspring was  likely  driven  by  hyperplasia  as  adipocyte  size was  unaffected  by  the 
metformin  intervention.  This  early  life  hypercellularity may  predispose  offspring  to 
becoming obese later in life by increasing the lifelong lipid‐storage capacity of WAT. In 
addition to being increased in mass, the hypertrophic gonadal WAT of males exposed to 







leading  to  the  recruitment  of  immune  cells,  phagocytosis  of  necrotic  adipocytes  and 
production of pro‐inflammatory mediators. The increased prevalence of CLS in Ob‐Met 
gonadal WAT may be related to the increased hyperplasia as ‘obesity‐induced adipocyte 
death’  has  been  suggested  as  the  limiting  factor  to  adipocyte  hypertrophy  and may 
underlie the switch from hypertrophic to hyperplastic adiposity [44]. Inflammation is a 
major  contributor  to adipose  tissue  insulin  resistance. However, no adverse metabolic 
phenotype was observed in Ob‐Met offspring at this age. This is not surprising, as WAT 
inflammation  is  known  to  precede  systemic  hyperinsulinaemia  [46],  suggesting  that 
metabolic alterations may develop at a later age. 
Female offspring were  relatively protected  against programmed  adiposity  in  this 
study with no effects of either maternal obesity or metformin on weights of the visceral 





context.  This  is  in  accordance with  previous  reports  showing  that maternal  high‐fat 





[48].  Sexual  dimorphism  in  a  developmental  programming  context  is  becoming 
increasingly recognised, with male offspring often more vulnerable to suboptimal in utero 
















to  date  is  from  the MiG  trial  in Australasia.  In  2011,  this  trial  reported  an  increased 
adiposity  in  two‐year‐old metformin‐exposed  offspring. As no detectable  change was 
seen in visceral fat mass at this age, the authors proposed that this might reflect expansion 
of the more metabolically beneficial subcutaneous depot [52]. Our current animal study, 





confirmed  that  compared  to  insulin,  the  lower birth weight  and  accelerated postnatal 
growth in metformin‐exposed babies lead to childhood adiposity [51], consistent with the 
current mouse study. 

















more  evidence  is  required  to  determine  potential  critical  time windows  of  exposure, 
sexual dimorphism in foetal responses, as well as the interaction with maternal metabolic 
status. 
In  conclusion, maternal metformin  treatment  during  obese  pregnancy  decreased 
maternal fat mass in late gestation, providing a less obese intrauterine environment for 
developing  foetuses,  and  consistent  with  beneficial  effects  on  maternal  physiology. 
However,  maternal  metformin  treatment  did  not  prevent  foetal  growth  restriction, 
despite an  increase  in gestation  length, or  the postnatal catch‐up growth phenotype  in 
offspring  of  obese  dams.  These  findings  suggest  that  beneficial  effects  in  maternal 
physiology  do  not  necessarily  translate  to  improved  physiology  in  the  offspring. 
Furthermore,  we  observed  sex‐specific  effects  of  maternal  metformin  on  offspring 
adiposity, with  exposed males  demonstrating  increased  adiposity  and  adipose  tissue 
inflammation that were not observed in the females. These findings highlight the presence 















23 March  2017.  As  previously  described  [17],  female  C57BL/6J mice were  randomly 
assigned to either a standard laboratory chow (RM1, 7% sugars, 3% fat) or a high‐fat diet 
(10% sugars, 20% fat) supplemented with sweetened condensed milk (55% sugar, 8% fat) 






were  fed  their respective diets ad  libitum  throughout pregnancy and  lactation. Half of 
obese  dams  were  treated  orally  with  300  mg/kg/d  of  metformin‐hydrochloride 
supplemented in the condensed milk from one week pre‐mating until embryonic day 19 
(E18.5). This  clinically  relevant dose has previously been used  in murine models  and 
















7 Flex Real‐Time PCR  System  (Applied Biosystems). Data were normalised using  the 






































described  in  the  figure  legends.  A  p‐value  of  p  <  0.05  was  considered  statistically 
significant. In all cases, n refers to the number of independent litters represented. 
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